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Abstract : Five strains of Kluyveromyces marxianus a one of Candida pseudotropicalis were cultured in medium M-
I for production of B-galactosidase (E.C: 3:2:1:23). The strain Kluyveromyces marxianus NRRAL- Y - 1109 was
selecteed for the best production ( 11.6 U/ml). The maximum yield of enzyme (1330 U yrar Of biomass) was obtained
on 5% of lactose supplemented with 0.5% yeast extract , 0.75% (NH,), SO, y 0.45% K,HPO, (w/v). The best extraction
of the enzyme from viable cells was performed by toluene 2% (v/v), at pH 7.0 + 0.1, 30°C during 15 hours of treatment,
in 0.1 M potassium phosphate buffer, supplemented with 1 mM magnesium and 0.1 mM manganese sulfate. The
enzyme was partially purified with acetone. It obtained a specific activity of de 73 U, .,,., Of protein and a yield of
93.3%. Optimun pH and temperature for enzyme activity were pH 6.6 and 40°C. The K for lactose was 15 mM and
vV, of 7.3 x 10° M/min.
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Resumen : Cinco cepas de levadura de Kluyveromyces marxianus y una cepa de Candida pseudotropicalis fueron
cultivadas en medio M -1, para la produccién de B- galactosidasa (E.C. 3.2.1.23). La cepa Kiuyveromyces marxianus
NRRL- Y - 1109 fue seleccionada por obtenerse mayor produccién de la enzima ( 11.6 U/ml) El méximo rendimiento de la
enzima ( 1330 Uonrar, de biomasa) fue obtenida con 5% de lactosa suplementado con extracto de levadura 0.5%, (NH,),
S0, 0.75% y K,HPO, 0.45% (p/v), Las mejores condiciones de extraccién de la enzima a partir de células viables se
realizd con tolueno 2% (v/v), a pH 7.0 + 0.1, 30°C, durante 15 horas de tratamiento en tampén fosfato de potasio 0.1
M, suplementado con 1 mM de sulfato de magnesio y 0.1 mM de sulfato de manganeso. La enzima fue parcialmente
purificada con acetona, obteniéndose una actividad especifica de 73 U cmasam, de proteina y un rendimiento de 93.3%.La
temperatura de 40°C y el pH de 6.6 resultaron optimos para la actividad enzimatica. El K. paralactosafuede 15mMy V
de 7.3 x 10° M/min.
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INTRODUCCION Las enzimas son catalizadores biold-

gicos de naturaleza proteica con un alto grado

La leche contiene el 4.8% de lactosa. de especificidad y eficiencia, lograndose ace-

Este carbohidrato es poco soluble y con baja lerar los procesos quimicos en una magnitud

capacidad edulcorante. Estos inconvenientes de hasta 10" veces (30), debido a la accion

han limitado su uso en alimentos como hela- concertada de mas de un grupo quimico de la

dos, confites y alimento para animales. Asi proteina en la catalisis, disminuyendo la ener-
como, también han limitado el uso del suero lac- gia libre de activacion.

teo por su alto contenido de lactosa y constitu- Asi su aplicacion se lleva a cabo en

ye un severo problema de contaminacion(22) condiciones medias de pH y temperatura, las

Se han planteado diversas alternativas reacciones enzimaticas se llevan a cabo a

para la utilizacion de la lactosa del suero lacteo temperaturas de 25 a 60°C y a valores de pH

desproteinizado. Estos estudios han sido dirigi- 5.0a 8.0.

dos principalmente a la produccion de biomasa La lactasa B-D-galactosido-

celular, etanol y -galactosidasa (2, 6, 24). galactohidrolasa (E.C. 3.2.1.23), es la enzima

La hidrdlisis enzimatica de la lactosa responsable de la hidrdlisis de |a lactosa en

ha sido sugerido como un medio de reducir su galactosa y glucosa teniendo este ultimo mas

contenido en leche y productos lacteos (3). poder edulcorante que la lactosa (4). Esta en-
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zima se usa desde hace afos en la prepara-
cion de productos deslactosados a base de
leche y suero (15).

El tratamiento enzimatico mejora los
problemas de insolubilidad y de baja dulzura del
producto(4). Asimismo mejora la capacidad
nutricional de la leche(29) v de incrementar la
utilizacion del suero lacteo del queso (18, 31).

Las levaduras lactosa fermentativas,
tales como Kluyveromyces fragilis,
Kluyveromyces lactis y Candida
pseudotropicalis y los hongos Aspergillus
nigery Aspergillus oryzae, son las principa-
les fuentes de enzima y las mas usadas co-
munmente para su preparacion(32).

Los factores que afectan la biosintesis
de la lactasa ( medio de cultivo, pH, tempera-
tura, aereacion, agitacion) de Kluyveromyces
fragilis ( sinébnimo de Kluyveromyces
marxianus) han sido reportados(1,7, 10, 14,
22,29).

El presente estudio pretende disenar
un proceso optimizado para la produccion y
extraccion de B-galactosidasa a partir de cin-
co cepas de Kluyveromyces marxianus
NRRL-Y- 1109, 1207, 1151, 1175y 1196 y una
cepa de Candida pseudotropicalis
NRRL-Y-329, en medios guimicamente formu-
lados. Se determinara algunas propiedades de
la enzima.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos y medio de mantenimien-
to. Se utilizaron 6 cepas de levaduras con ca-
pacidad de utilizar lactosa como fuente de car-
bono: 5 cepas de Kluyveromyces marxianus
NRRL-Y-1109, 1175, 1151, 1207, 1196 y una
cepa de Candida pseudotropicalis
NRRL-Y-329, procedentes de la Northern Re-
gional Research Laboratory (NRRL), pertene-
cientes a la coleccion de levaduras del labora-
torio de Microbiologia Ambiental y Biotecnologia
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas Univer-
sidad Nacional Mayor de San Marcos.

Las levaduras fueron mantenidas en Agar incli-
nado YPL(25) con la siguiente composicion:
Lactosa 1%; Peptona de caseina 1%:; Extrac-
to de levadura 0.3% y Agar 1.5% (Sigma y
Merck), y conservados a 4°C, transferidos men-
g zimantg y o Hinadns 20 2 pureza.

Seleccion de cepas de levaduras con poten-
cial de produccion de B-galactosidasa. Los
indculos fueron preparados en matraces de 500
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ml con 50 ml de caldo YPL con la siguiente
composicion: Lactosa 2%; Extracto de levadu-
ra 0.3%, Peptona de caseina 1%; (NH,),SO,
0.5%; K,HPQO, 0.5% y MgS0O, 0.05%. apH 5.5
e incubados a 30°C por 15 horas. Matraces de
un litro con 90 ml de caldo Y.P.L fueron
inoculados con 10% (v/v) del caldo Y.P.L ein-
cubados a 30°C con agitacion constante (150
strokes/minuto). La pureza de los indculos se
verifico por microscopia.

La actividad hidrolitica de la lactasa de las le-
vaduras fue determinada en medio M-l (14); con
la siguiente composicion: Lactosa 5%,; Extracto
de levadura 0.75%; (NH,),SO, 0.84%; K.HPO,
0.45% y MgSO, 0.05%. Matraces de un litro
con 90 ml del medio M-I, a pH 5.5 fueron
inoculados con 10% (v/v) del caldo Y.P.L e in-
cubados a 30°C por 12 horas con agitacion
constante (150 strokes/minuto).

Optimizacion de la produccién de
B-galactosidasa sobre medio quimicamen-
te formulado. Se sigui¢ el disefio factorial pro-
puesto por Chen (8) que permitié evaluar la in-
fluencia de la lactosa, extracto de levadura,
(NH,),SO, y K,HPO,, sobre la produccién de
B-galactosidasa de Kluyveromyces marxianus
NRRL-Y-1109. Los parametros de fermentacion
fueron: pH 5.5, temperatura 30°C, agitacién 150
strokes/min. El volumen de ensayo fue de 90
ml en matraces de un litro, con 10% v/v de
inoculo.

Elindculo se prepar¢ a partir de la cepa man-
tenidas en agar inclinado YPL , la cual fue trans-
ferida a matraces de 500 ml conteniendo 50 m|
de medio de cultivo con la siguiente composi-
cion: lactosa 2%, (NH,),SO, 0.84%, extracto
de levadura 0.75%, K,HPO, 0.45% y MgSQO,
0.05%.

Los factores evaluados se distribuyeron
aleatoriamente, siguiendo el diseno factorial
propuesto.

El disefio factorial aplicado comprende 3 nive-
les siendo estos: concentracion de lactosa
25.0, 50.0 y 75.0 g/I; concentracion de
(NH,),SO, 5.0, 7.5 y 10.0 g/l; concentracién
de extracto de levadura 2.5, 5.0 y 7.5 g/l; con-
centracion de K,HPO, 3.0,4.5y 6.0 g/l.

Extraccidn de la enzima Para la extraccion
de la enzima se siguio el procedimiento des-
crito por Mahoney y Fenton (13, 22). Células
frescas de un cultivo fueron centrifugadas a
20,000 rpm por 20 minutos en una centrifuga
refrigerada MIKRO RAPID a 4°C. Las células
lavadas fueron tratadas con 1 a 3% de tolueno
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(Sigma) (v/v) bajo agitacién por 90 minutos a
30°C. La extraccion de la enzima se realizd en
tampon fosfato de potasio a concentraciones
de 0.001 Ma1M,a pH6.0-8.0. suplementa-
do con 1 mM de sulfato de magnesioy 0.1 mM
de sulfato de manganeso(tampdn suplementa-
do). El tiempo de extraccion fue de 15 a 20
horas, a temperaturas de 22 a 37°C.

Purificacién parcial de la enzima. Se tra-
bajo con un cultivo freso, las células fueron
centrifugadas a 10,000 rpm por 20 minutos a
4°C. Se descarto el sobrenadante y las células
fueron tratadas con 2% de tolueno (v/v) por 90
minutos bajo agitacion (13, 22), se adiciond el
tampon suplementado y se mantuvo por 15
horas a 30°C. Se centrifugaron a 10,000 rpm
por 20 minutos a 4°C. Se recolecto el
sobrenadante con una actividad de 156 3yl el
- S€ adiciond un volumen de acetona a 4°C.
La acetona residual fue evaparada en un flujo
de aire y el precipitado fue redisuelto en un
volumen de tampén suplementado vy
ditioeritritol 1mM como estabilizador.

Propiedades de la enzima soluble. El pH
optimo y temperatura para la actividad de la
enzima se determiné en un rango de pH de
5.8-8.0a40°C y para la temperatura un rango
de 25 a 55°C, usando lactosa 58 mM prepara-
da en tampon suplementado 0.1 M. Los valo-
res de Km y Vm para concentraciones de
lactosa entre 5 - 100 mM para la enzima fue-
ron determinados por el método de Lineweaver-
Burk.

Para |la constante de inhibicion Ki se utilizaron
las mismas concentraciones utilizadas para
la determinacion de Vm y Km adicionandole a
cada concentracion galactosa 28 mM .

La termoestabilidad de |la enzima se determiné
entre 25 y 55°C. Las muestras fueron mante-
nidas por 15 minutos a las temperaturas indi-
cadas en tampon suplementado 0.1M y luego
colocadas en un bafio de hielo.

Determinacion de la actividad enzimatica.
La actividad enzimatica fue determinada
espectrofotomeétricamente en un espectrofoto-
metro SPECTRONIC 20D MILTON ROY, si-
guiendo el procedimiento descrito por Mahoney
y col. (27), utilizando como substrato 1.25 mM
de O-Nitrofenil B-D-galactopirandsido (ONPG)
en tampon suplementado 0.1 M, pH 6.6. Tam-
pon que se utilizara en todas las determinacio-
nes de actividad enzimatica. La mezcla de
reaccion contenia 2 ml de QNPG y 0.1 ml del

extracto enzimatico (dilucion apropiada), lue-
go se incubd a 40°C durante 2 minutos, la re-
accion fue detenida con 0.9 ml de Na,CO, 0.5
My se leyd a 420 nm comparandose los resul-
tados con una curva estandar de O-Nitrofenol
(Sigma).

La actividad de la enzima también fue determi-
nada con lactosa (Sigma), a concentraciones
de 58 mMl en tampodn suplementado 0.1 M. La
mezcla de reaccion contenia 2 ml de la solu-
cién de lactosa y 0.1 ml de la enzima.

La glucosa liberada fue determinada por el
meétodo de la glucosa oxidasa(Sigma). La uni-
dad de actividad de B-galactosidasa es defini-
da como la cantidad de enzima que libera un
micromol de O-Nitrofenol o glucosa por minu-
to por miligramo de proteina.

Analisis. El peso seco de las levaduras fue
determinado gravimétricamente para lo cual se
extrajeron muestras del cultivo de 5 mllas cua-
les fueron centrifugadas a 10,000 r.p.m. por 20
minutos a 4°C y lavadas dos veces con agua
destilada y transferidas a placas petri de 10X75
mm previamente pesadas, dejadas secar toda
la noche en la estufa a 100°C MEMMERT S
30 y pesados en una balanza analitica
SARTORIUS.

La lactosa se determiné de acuerdo al
método de Miller (27) empleando el
acido 3,5 Dinitrosalicilico (Sigma).

La proteina fue determinada por el método de
Lowry (21) empleando el reactivo Folin-
Ciocalteau y seroalbimina de bovino 0.1 mg/
ml (Sigma) como estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION

Seleccion de las cepas de levaduras con
potencial de produccion de
B-galactosidasa. Los resultados de la activi-
dad especifica y de unidades de actividad por
miligramo de peso seco de las levaduras pro-
ductoras de B-galactosidasa en lactosa vy
ONPG como substratos son mostrados en la
tabla 1. La levadura Kluyveromyces
marxianus NRRL-Y-1109, maximiza la res-
puesta, en relacion a la actividad especifica y
a las unidades de actividad por miligramo de
peso seco. Siendo estos valores de 14.5 U/mg
de proteina y de 3.5 Unidades de actividad por
mg de peso seco para lactosa y de 5.43 U/mg
de proteina y de 1.31 Unidades de actividad/
mg de peso seco para ONPG, en contraste
con los valores obtenidos por Mahoney y

" Witaker (22) de 8.39 U/mg proteina y 3.29 U.A/

mg peso seco y 3.11 U/ mg proteina y 1.22
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Tabla 1. Seleccion de cepas productoras de 3-Galactosidasa en medio M-I

Actividad Enzimatica sobre ONPG Actividad Enzimatica sobre
como substrato Lactosa como substrato
Actividad Unidades Actividad Unidades
Cepas Proteina | Especifica De Proteina | Especifica de
mg/ml U/mg Actividad/ mg/l U/mg Actividad/
proteina mg peso proteina mg peso
seco seco
Kluyvermyces marxianus 2.15 14.50 3.50 215 5.43 158
NRRL-Y-1109
Kluyverpmces marxianus 1.91 13.58 2:92 1.64 5.07 1.09
NRRL-Y-1151
Kluyveromyces marxianus 1.29 12.8 3.23 1.99 4.80 1.22
NRRL-Y-1196
Kluyveromyces marxianus 1.91 12.2 253 1.91 4.53 0.94
NRRL-Y-1175
Kluyveromyces marxianus 1.97 12.02 3.05 1:9% 4.44 1.13
NRRL-Y-1207
Candida pseudoiropicalis 1.84 11.00 2.68 1.84 4.05 0.99
NRRL-Y- 329

U.A/mg peso seco para lactosa y ONPG res-
pectivamente.

Optimizacion del medio de cultivo para la
produccidn de B3-galactosidasa de K.
marxianus. El analisis estadistico del disefio
factorial simplificado se muestran enlatabla 2,
en base a solo 15 experimentos, tuvo como
objetivo encontrar las variables que maximizen
tanto la actividad especifica, como las unida-
des de actividad por miligramo de peso seco.
El modelo que permite encontrar las
variables(factores) que influyen signifi-
cativamente en el disefo factorial con una
confiabilidad del 95% fue el de paso a paso
(9, 17). Los factores obtenidos fueron factor
B[(NH,),S0, ], factor C (extracto de levadu-
ra) y factor D (K,HPO,) y la interaccion de
ellos. El factor A (lactosa) no influye
significativamente en el disefio factorial emplea-
do, sin embargo con las concentraciones usa-
das y la interaccién de los otros factores
maximizan las respuestas de actividad espe-
cifica y unidades por miligramo de peso seco
para las variables significativas en el nivel 2 del
disefo.

Los valores que permitieron obtener las mejo-
res respuestas en el nivel 2 corresponden en
g/la:lactosa 50.0, (NH,),SO, 7.5, extracto de
levadura 5.0 y K,HPO, 4.5. Con estos valores
se obtuvieron 1330 unidades de ONPG por gra-
mo de biomasa. Valores entre 1049 a 4000 uni-
dades de ONPG de actividad por gramo de
biomasa fueron obtenidos en medios contenien-
do entre 45y 150 g/l de lactosa (5, 14, 19, 22).
A un nivel de 75 g/l de lactosa no se obtuvo un
mayor rendimiento de unidades de actividad de

la enzima esto podria ser debido a las caracte-
risticas fermentativas de Kluyveromyces
marxianusy a la interaccion de los otros fac-
tores. Esta levadura tiene un efecto «crabtree»
negativa, en la cual etanol es producido bajo
candiciones de oxigeno limitante. Los cultivos
en matraces agitados se consideran limitados
de oxigeno y por esta razon exhiben una larga
fase de crecimiento restrictivo asociado a la
produccion de etanol(20, 26).

Con un nivel de 25 g/l se obtuvieron menores
rendimientos, esto podria deberse a que la con-
centracion de lactosa presente en el medio y
la interaccion de los otros factores no permitie-
ron una adecuada sintesis de la enzima(10,12)

Extraccion de la enzima.- Los resultados
se muestran en la tabla 3. Las condiciones
optimas fueron obtenidos cuando se empleo
2% de tolueno (v/v), tampodn fosfato de
potasio suplementado 0.1 M, pH7.0x0.1,
30°C y 15 horas de extraccién. Tiempos de 17
v 21 horas bajo condiciones similares han sido
reportados para Kluyveromyces. marxianus.
(13,22).

El resultado de la purificacion parcial de la
enzima se muestra en la tabla 4. La purifica-
cién parcial con acetona permitio obtener
una actividad especifica de 73 U, .1ospm, d€
proteina y un rendimiento de purificacion de
93.3%. Valores de 89 y 97% son reportados
{16, 23).

Propiedades de la enzima. El perfil de tem-
peratura se determind entre 25y 55°C a pH 6.6.
La temperatura dptimafue de 40°C (Figura 1).
El perfil de pH se determind en unrango de 5.8y
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Tabla 3. Condiciones optimas para la extraccion de B-Galactosidasa de Kluyveromyces marxianus NRRL-Y 1109.

TEMPERATURA (2C)

[+ ENZIMA SOLUBLE

Figura 1. Perfil de temperatura

Promedio Intervalo de confianza 99%
Factores Actividad especifica Unidades de Actividad Unidades de
U/mg proteina Actividadones/ | especifica U/mg Actividadonea/
mg peso seco proteina mg peso seco
Concentracién
de tolueno (%)
1 3.37 0.84 3.31-3.43 0.83 - 0.86
2 4.07 1.19 4.01-4.13 1.18 - 1.20
3 2.87 0.91 2.81-2.92 0.90 - 0.92
Tiempo de
Extraccion (h)
15 3.62 1.00 3.56 - 3.68 0.99 - 1.01
17 3.39 0.98 3.33-3.45 0.97 - 0.99
20 3.31 0.97 3.25 - 3.37 0.96 - 0.98
Temperatura (°C)
22 3.43 1.00 3.32 - 3.55 0.99 - 1.03
30 3.85 116 3.73-3.97 13210518
37 3.57 1.10 3.45 - 3.69 1.07 -1.12
pH
6.6 3.61 1.05 3.48-3.72 1.03 - 1.07
7.0 3.85 1.16 3.73-3.97 1.14-1.19
7.4 3.40 1.05 3.28 - 3.51 1.03-1.07
Tampdn fosfato
de potasio (M)
0.001 3.54 0.97 3.42 - 3.66 0.94 -0.99
0.1 3.93 1.20 3.81 - 4.05 1.18-1.23
1 3.38 1.09 3.26 - 3.50 1.07 -1.12
Tabla 4. Purificacién parcial de la enzima
Procedencia Volumen Actividad Proteina A. Especifica Unidades | Rendimiento
(ml) U/ml (mg/mi) U/mg proteina totales (%)
Extracto crudo 300 155.63 5.36 25.02 46,689 100
Precipitacion con acetona 10 4330 59.4 72.90 43,300 93.3
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8.0, utilizando tampdn suplementado 0.1M. La
maxima actividad se obtuvo a pH 6.6. (figura 2)
Los resultados de la estabilidad de laenzima a
la temperatura se muestran en la figura 3. La
mayor actividad relativa se obtuvo a 25°C, rete-
niendo 88% de la actividad original a 40°C y un
3.3% a 55°C. La vida media de la enzima fue
de 56 minutos. Una hora de vida media es re-
portado (19).

Usando lactosa como substrato a varias con-
centraciones se obtuvo un valor de K de 15
mMyunaV_de 7.3 x10° M/min. La constan-
te de inhibicion fue de 15 mM. (figura 4). Los
valores obtenidos son similares a los reporta-
dos (3,4,11,19).

CONCLUSIONES

La cepa de Kluyveromyces marxianus NRRL-
Y-1109 demostro ser la mejor productora de
}-galactosidasa sobre medio M-I. Los mejores
rendimientos de la enzima se obtuvieron con
lactosa 5%, extracto de levadura 5%, (NH,),SO,
0.75% y K.HPO, 0.45%. Las optimas condi-
ciones establecidas para la extraccion de la
enzima incluyeron 2% de tolueno (v/v), pH 7.0
1 0.1, 15 horas de tratamiento, a 30°C en tam-
pon suplementado 0.1 M . Se obtuvo 93.3%
de rendimiento en la purificacion de la enzima
con acetona.
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